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論文内容要旨
 、ρ7E、V遺伝子は染色体10q,23に存在する癌抑制遺伝子である。その体細胞での変異は前立腺
 癌,神経芽細胞腫,乳癌をはじめとする多くの癌で見つかっており,また常染色体優性遺伝性疾
 患であるCowden病の原因遺伝子としても知られている。その癌化を引き起こす機序について
 は,Pむd-signalingpathwayとの関わりについての報告が多く見られるが,いまだ解明されて
 いない部分も多い。また,PTEノ〉は他の多くの癌抑制遺伝子と同様,胎生期の発生過程で重要な
 役割を果たしている胎生致死遺伝子である。このような胎生致死遺伝子を用いた研究には,片側
 のalleleをノックアウトしたマウスが用いられてきたが,そのようなマウスは突然変異でもう片
 側のalleleに変異が起こるのを待つしかなく,その研究は極めて効率の悪いものとなる。一方,
 癌抑制遺伝子に変異を起こすことにより乳癌モデルを作成するに当たっては体の他の組織に変異
 が起きてしまっては,乳癌が発生する前に他の組織の癌で死亡してしまうことが考えられるため,
 変異を乳腺特異的に起こすような仕組みが理想的である。
 Cre-10xPによるConditionalTargetingシステムはCre組変え酵素がDNA上の2つの10xP
 配列を認識し,それに挟まれた部位を欠失させる事を利用したものである。我々は妊娠授乳期に
 乳腺上皮に特異的に働くプロモーターであるBlgプロモーターの下流域にCre組換え酵素を導
 入することにより乳腺組織で特異的にCreを発現させるシステム(Blg-Cre)とP!6〃の
 GenomicDNA配列中に1砿P配列を導入したP'εnconditional-aUeleを組み合わせることによ
 り,P1εnに妊娠授乳により変異を導入し胎生致死となることなく乳腺上皮のみに変異を起こす
 マウスの系の確立に成功した。解析の結果,1度の妊娠授乳で理論どおりP1εnに変異は導入さ
 れるのであるが平均7.4ヶ月の観察期間中に乳癌は発生しなかった。それに対し,3回以上妊娠
 授乳したものでは10ヶ月以上の生存(最初の妊娠から8ヶ月以上)により,73%に乳癌が発生
 した。これらのマウスに発生した乳癌はいずれも複数であり,組織型も異なるためこれらは同時
 多発性のものと考えられた。
 またP'εηが変異しているが乳癌を発生していない乳腺組織と乳癌組織の免疫組織化学的解析
 により,P1θnが変異してから乳癌が発生するまでの期間にAKTの活性化やcyclinDlの過剰発
 現が起きていることが明らかとなり,生理的条件下ではPTENがPtd-signalingpathwayの不
 活性化によりcyclinD1を抑制,乳癌発生を防止しているとの知見を支持する結果となった。
 今回の我々の実験では,乳腺特異的にP1θnのexon4-5を欠損したマウスでこれらを明らかに
 した事に意義があり,P'εηのexon4-5欠失が乳癌を引き起こす極めて直接的な証拠となると考
 えられる。
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 今後,我々の作成したP!召ηConditionalTargetingマウスはPTEN-Ptd-signalingpath杁1ay
 を介した発癌機構の解明に寄与することが期待される。
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 審査結果の要旨
 PTεNの体細胞変異は散発製乳癌の4～6%,前立腺癌の35%,子宮癌の35～50%,神経芽
 細胞腫の23～44%で報告されている。また,常染色体優性遺伝性疾患であるCowden病でも変
 異が報告されており,Cowden病患者の25～50%に乳癌を発症すると報告されている。PTEN
 の機能解析の結果から,その癌抑制作用はphosphatase活性が重要であることが判明している。
 ρ'θnのような胎生致死遺伝子の研究でのマウスモデルの問題点は,その遺伝子をホモで欠失し
 ている個体は死産となり,ヘテロで持っている個体では残るワンヒットが対立遺伝子に起こる前
 に,他病死してしまう可能性があることである。そこで本研究ではBlg-promotorによりCre
 組換え酵素を発現させるシステムを用いて妊娠,授乳期に乳腺特異的にP'εnの両alleleのexon
 4-5を欠失させる変異を起こし,乳癌を発生するマウスの系を確立すること,またその系で発生
 した乳癌組織を免疫組織化学的に解析することにより,乳癌の発現機序を考察することを目的に
 した。
 これまでに,通常のノックアウト法による乳癌マウスモデルが数多く報告されているが,コン
 ティショナルノックアウト法を用いたものではCreを発現されるpromotorとしてMMTVを
 用いたもの(MMTV-Cre)のみであり,本研究ではpromotorとしてBlgを用いる(BlgCre)
 ことにより乳腺.ヒ皮特異的にまた,妊娠授乳期特異的にP勧をノックアウトするようなマウス
 モデルを用いたことが,従来とは異なる新規の方法であった。
 その結果,(1)交配により36匹のBlgCre(+)Pten(一/一)マウスを得た。そのうち8匹で乳癌が
 発生したが,それらは全て11ケ月以上生存し,さらに3回以上の妊娠授乳歴があった個体であ
 り,またこれらの条件を満たす個体(n=11)の中での乳癌の発生頻度は73%と高率であった。
 (2)乳腺以外の臓器に癌の発生は一切認められなかった。(3)乳癌はいずれの個体のものでも6対
 の乳腺全てに発生し,組織型も充実腺管癌や硬癌など様々であり,同時多発性であると考えられ
 た。〔4)摘出した各組織の遺伝子解析により,妊娠により乳腺組織特異的に意図されたCreによ
 るDNAの再構成が行われていることを確認した。(5)乳癌組織での免疫組織化学的解析により
 乳癌組織ではphospho-AKT抗体による陽性細胞の割合が約20%と正常乳腺組織での0%と比
 べ著明に増加していたことにより,PTENの変異による乳癌発生にはPtdIns3-kinasepath-
 wayの活性化がかかわっている可能性が示唆された。また,cyclinD1抗体による陽i生細胞の割
 合でも乳癌組織では正常乳腺組織と比べ約35%対3.6%と著明に増加しておりcyclinD1のかか
 わりも示唆された。Ki67LabelingIndexでも乳癌組織では正常乳腺組織と比べ0.28対0.07と
 有意差を持って(p二〇.003)増加していた。
 今回の我々の実験では,乳腺特異的に、P1εnのexon4-5を欠失させたマウスでこれらを明らか
 にした事に意義があり,乳腺におけるP1εηのexon4-5欠失が乳癌を引き起こすきわめて直接的
 な証拠となると考えられる。BlgCreを用いて乳腺特異的にPtenをノックアウトする報告は初
 めてであり今後この系が,PTEN-PtdIns3-kinasepathwayを介した発癌機構の解明に寄与す
 ることが期待される。よって十分学位に値するものである。
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